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比较小檗碱对ＨＥＰＧ２蛋白质组的抗肿瘤作用


陈　华，谷　容，赵晓东，刘　雯，袁拥华△
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　　摘　要：目的　探讨小檗碱对人肝癌细胞株 ＨＥＰＧ２蛋白表达的影响及其抗肿瘤作用的分子机制。方法　采用蛋白质组学

技术比较小檗碱处理人肝癌细胞株 ＨＥＰＧ２前、后蛋白表达的变化。结果　筛选出差异表达蛋白共３８个，１６个蛋白表达上调，２２

个蛋白表达下调，质谱鉴定出１０个蛋白点。结论　小檗碱的抗肿瘤效应可能与过氧化物酶增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）信号转导

通路有关，ＰＰＡＲγ可能是小檗碱的作用靶点。
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　　小檗碱及黄连素（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ），是从中药黄连中提取的一种

季胺类化合物，具有抗病原微生物与免疫调节、降血糖、降血

脂、抗肿瘤、调节心血管系统、治疗精神疾患等多种药理作用。

近年来国内外不断有临床和实验研究证实，小檗碱还具有明显

的抗肿瘤作用，对肝癌、结肠癌、肺癌、前列腺癌、卵巢癌、食管

癌、脑部肿瘤和膀胱癌等许多肿瘤细胞的生长、增殖都有抑制

作用。但迄今为止，小檗碱抗肿瘤作用的机制还不清楚，虽有

报道认为这种作用与小檗碱抑制拓扑异构酶或端粒酶的作用

有关（包括抑制细胞因子以及调控细胞周期等），但这些“机制”

仅仅停留于表象的研究［１４］。为此，本研究拟以人肝癌细胞

ＨＥＰＧ２为模型，通过比较小檗碱给药前、后的人肝癌细胞株

ＨＥＰＧ２蛋白质组的差异，对其抗肿瘤作用机制进行探讨。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　小檗碱购自中国药品生物制品鉴定所；固

相ｐＨ梯度胶条（ＩＰＧ干胶条，ｐＨ４８，非线性）购自美国Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司，蛋白酶抑制剂、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、３［（３胆酰胺丙

基）二乙胺］丙磺酸（ＣＨＡＰＳ）、三羟基甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）购

自美国Ｓｉｇｍａ公司，胰蛋白酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；等电聚焦仪

（ＰｒｏｔｅｉｎＩＥＦｃｅｌｌ）、垂 直 电 泳 槽 （Ｐｒｏｔｅｉｎ Ⅱ Ⅺ ｃｅｌｌ）及

ＰＤＱｕｅｓｔ７．４．０图像分析软件为美国ＢｉｏＲａｄ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　细胞蛋白质制备　取对数生长期 ＨＥＰＧ２细胞，用含

２０μｇ／ｍＬ的小檗碱处理７２ｈ后，倾去培养基，用４℃预冷的

ＰＢＳ洗涤３次，吸净ＰＢＳ，加入细胞裂解液［７ｍｏｌ／Ｌ尿素＋２

ｍｏｌ／Ｌ硫脲＋４％ＣＨＡＰＳ＋４０ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ＋１％ＤＴＴ＋２％两

性电解质（ｐＨ３１０）＋蛋白酶抑制剂混合物］，用细胞刮匙刮取

并收集细胞裂解液，１４０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，取少量上清液采用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定总蛋白质的浓度。

１．２．２　双向电泳及图像分析　取等量对照组和加药组蛋白，

按ＢｉｏＲａｄ公司的２ＤＥ操作指南进行双向电泳，采用考马斯

亮蓝染色法进行染色。图像经扫描后，用ＰＤＱｕｅｓｔ７．４．０软件

对图像进行光滑处理、背景消减、斑点检测、匹配。将对照组和

给药组凝胶图像的蛋白点自动检测后进行均一化处理，建立定

量比较分析组。

１．２．３　差异蛋白点的鉴定　选择２倍以上表达差异的蛋白质

点，胶内酶解［１］。用美国 ＡＢＩ公司的 ＶｏｙａｇｅｒＤＥＰＲＯＭＡＬ

ＤＩＴＯＦ质谱仪分析。选择Ｐｒｏｓｐｅｃｔｏｒ网站提供的搜索引擎

ＭＳＦｉｔ进行查询。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ软件进行统计分析，计量资料

以狓±狊表示，采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　蛋白质表达变化　对照组细胞检测到（１０２６±２８）个蛋

白点，给药组细胞检测到（１０５８±３２）个蛋白点。每组试验平

行进行了３次，采用不对称狋检验进行统计分析，发现１６个匹

配的蛋白点表达显著增加，２２个蛋白点表达显著降低（犘＜

０．０５）。图１是小檗碱给药后人肝癌细胞 ＨＥＰＧ２的典型双向

电泳图谱。用ＰＤＱｕｅｓｔ７．４．０软件对蛋白图谱进行比较分析，

显示２ＤＥ图谱匹配率达（７８±６．５）％（狀＝３），其中３８个匹配

的蛋白点存在表达量上的差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　蛋白质鉴定　经 ＭＳＦｉｔ查询ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ数据库，结合２

ＤＥ凝胶上蛋白点的分子量和等电点，初步鉴定出其中１０个蛋

白点 （表 １），他 们 分 别 是 过 氧 化 物 酶 增 殖 物 激 活 受 体
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（ＰＰＡＲｓ）、环氧化酶２（ＣＯＸ２）、低密度脂蛋白受体（ＬＤＬＲ）、

热休克蛋白９０（ＨＳＰ９０）、果糖二磷酸醛缩酶（Ｆｂａｌ）、硫氧还蛋

白过氧化物酶（ＴＰｘ）、醛糖还原酶（ＡＲ）、脂蛋白脂肪酶

（ＬＰＬ）、脂肪酸结合蛋白（ＦＡＢＰ）、脂肪酸转运蛋白（ＦＡＴＰ）。

图１　　４μｇ／ｍＬ小檗碱处理后 ＨＥＰＧ２细胞的

双向电泳图谱

表１　　小檗碱处理前后 ＨＥＰＧ２细胞的差异表达

　　　　　蛋白质鉴定结果

蛋白点 蛋白质名称 检索覆盖率（％） 比值（处理前／后）

１ ＦＡＢＰ ６６．１ ０．２９

２ ＣＯＸ２ ３３．１ ０．３８

３ Ｆｂａｌ ４７．４ ０．４３

４ ＴＰｘ ７５．９ ０．４５

５ ＦＡＴＰ ５７．３ ０．４８

６ ＰＰＡＲｓ ２０．７ ２．４０

７ ＨＳＰ９０ ３７．２ ２．５９

８ ＬＤＬＲ １０．３ ２．６０

９ ＬＰＬ ４２．１ ２．７１

１０ ＡＲ ２７．０ ３．２４

３　讨　　论

蛋白质组学是全景式研究蛋白质网络及其动态变化的一

门新兴科学，是从整体的角度研究生物机体、组织、细胞甚至细

胞器基因编码的全部蛋白质，包括蛋白的组成、种类、分布、功

能、代谢特征及其动态变化规律等［５７］。由于蛋白质是生命活

动和生物结构最主要的实际承担者，从整体水平出发的蛋白质

组学研究可在更贴近生命本质的层次上去发现和理解生命活

动的规律。研究表明，大约仅有２％的疾病与基因序列有关，

约９８％的疾病与蛋白质的表达有关，药物的作用机制都直接

或间接与蛋白质相关。因此，蛋白质组学在药物研究中具有重

要意义。通过比较药用活性化合物处理（治疗）前后，模型细胞

或组织的蛋白质组的表达差异并鉴定发生了相应变化的蛋白

质，可揭示药物的作用机理，发现新的药靶蛋白和进行药物的

毒理学研究。

本研究以人肝癌细胞株 ＨＥＰＧ２为模型，通过比较小檗碱

给药前后的细胞蛋白质组差异，初步找到了小檗碱抗肿瘤作用

的差异蛋白。

ＰＰＡＲｓ是一组具有多种功能的核受体超家族成员，属配

体依赖的核转录因子，ＰＰＡＲｓ存在着３种亚型：ＰＰＡＲα、

ＰＰＡＲβ、ＰＰＡＲγ，其中ＰＰＡＲγ不仅在能量、糖类、脂类代谢等

方面发挥重要作用，还能诱导多种肿瘤细胞分化、促进凋亡，其

配体主要包括人工合成配体和天然配体两类［８１１］。ＰＰＡＲγ可

与ＤＮＡ结合伴侣维Ａ酸Ｘ受体（ＲＸＲ）结合形成二聚体，同时

募集转录共激活子ＰＰＡＲ结合蛋白，直接识别并与靶基因启

动子的ＰＰＡＲ反应元件（ＰＰＲＥ）结合，调节相关基因转录，包

括ＦＡＢＰ和磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶以及促脂肪生成蛋白：脂

肪酸转运蛋白、脂蛋白脂酶等。有报道ＰＰＡＲγ被激活后可能

主要通过以下途径抑制肿瘤血管生成：（１）抑制内皮细胞增殖

和分化为管样结构；（２）激活Ｃａｓｐａｓｅ诱导内皮细胞凋亡；（３）

下调肿瘤组织血管内皮生长因子表达；（４）降低内皮细胞尿激

酶型纤溶酶原激活因子表达，并增加Ⅰ型纤溶酶原激活物抑制

因子Ⅰ表达，从而抑制血管基底膜降解
［２３］。

ＣＯＸ２能够催化花生四烯酸转变为ＰＧＨ２，ＰＧＨ２可转变

为ＰＧＤ２、ＰＧＥ２、ＰＧＦａ、ＰＧＩ２以及血栓素Ａ２系列类花生酸类

物质。其中ＰＧＥ２可以结合于转录因子ＰＰＡＲγ，激活靶基因

转录，促进肿瘤恶变过程；ＰＧＥ２还可增加ｂｃｌ２的表达，抑制

细胞凋亡及参与肿瘤血管的形成。盐酸小檗碱可以通过降低

细胞内Ｃａ２＋浓度抑制ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达以及ＣＯＸ２对花生

四烯酸的催化活性，从而抑制ＰＧＨ２的生成，发挥抑制肿瘤细

胞增殖的作用［１２］。

ＡＲ在高血糖条件下被激活后可催化葡萄糖大量转化为

不易透过细胞膜的山梨醇（一种多元醇），引起组织细胞渗透性

损伤。此外，ＨＳＰ是机体最基本的生理功能之一，它可以保护

机体免受环境变化或内外刺激带来的有害影响。

从以上鉴定的部分蛋白质初步表明，在小檗碱处理的

ＨＥＰＧ２细胞中，细胞蛋白表达谱发生了相应的改变，其中大多

数蛋白与ＰＰＡＲγ信号转导途径有关，ＰＰＡＲγ可能是小檗碱抗

肿瘤作用的靶点。
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ＣＰＰ）。在后来的研究中，陆续发现了几种不同的ＣＰＰ，其中常

用的穿膜多肽有 ＨＩＶＴＡＴ和多聚精氨酸，如１１Ｒ和９Ｒ。研

究发现ＣＰＰ在离体和整体实验中均有良好的穿膜效应，已成

功地应用于运输多种不同的生物活性分子，如蛋白、多肽、核

酸、脂质体等进入细胞以进行治疗，这也被称为蛋白导入疗

法［１１１３］。

在本研究中，作者最初是将１１Ｒ与ＧＦＰＰＨＤ融合，但在

纯化１１ＲＧＦＰＰＨＤ时出现严重的重组蛋白聚集，故减少多聚

精氨酸的个数，将９Ｒ与ＧＦＰＰＨＤ融合。通过镍柱纯化获得

足够量的可溶性９ＲＧＦＰＰＨＤ。离体结合实验证实，９ＲＧＦＰ

ＰＨＤ保留了ＰＨＤ与肌醇类ＰＩＰ２和ＩＰ３的结合能力，且与两

者间是竞争性结合。在细胞实验也发现通过蛋白导入法进入

细胞的９ＲＧＦＰＰＨＤ特异性分布在胞膜上，这与ＰＩＰ２是细胞

膜上磷脂成分有密切关系。在 ＡＴＰ刺激时，能通过Ｐ２ｙ受体

激活磷脂酶Ｃ以水解膜上的ＰＩＰ２。ＰＩＰ２水解成可溶性ＩＰ３，

研究表明ＩＰ３能促使ＰＨＤ蛋白从细胞膜上解离。本实验也证

实，９ＲＧＦＰＰＨＤ在ＡＴＰ刺激后能从胞膜上解离。这些结果

充分说明，９ＲＧＦＰＰＨＤ能有效地监测细胞膜上ＰＩＰ２的动态

变化。另外，ＩＰ３与细胞内钙动员密切相关。故本研究将为今

后研究细胞内钙动态变化提供新的实验工具蛋白。
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９２９０５２．

［１０］ＹｏｋｏｙａｍａＹ，ＸｉｎＢ，ＳｈｉｇｅｔｏＴ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｉｇｌ

ｉｔａｚｏｎｅ，ａｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍ

ｍａｌｉｇａｎｄ，ａｎｄｃｉｓｐｌａｔｉｎｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｇｒｏｗｔｈ

ｏｆｈｕｍａｎｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．ＪＣａｎｃｅｒＲｅｓＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，

２０１１；１３７（８）：１２１９１２２８．

［１１］ＪａｃｋｏｗｓｋｉＳ，ＷａｎｇＪ，ＢａｂｕｒｉｎａＩ．Ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｐｈｏｓ

ｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐａｔｈｗａｙｍｏｄｕｌａｔｅｓｔｈｅｄｉｓ

ｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓｉｎｔｏｇｌｙｃｅｒｏｌｉｐｉｄｓｉｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２０００，１４８３（３）：３０１３１５．

［１２］ＭａｎｔｈａＡＪ，ＭｃＦｅｅＫＥ，Ｎｉｋｎｅｊａｄ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｏｔｏｒｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｙｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓｌｏｖａｓｔａｔｉｎｉｎ

ｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｊ

ＣａｎｃｅｒＲｅｓＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２００３，２６（２）：３５０３５３．

（收稿日期：２０１４０１１２　修回日期：２０１４０３１２）
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